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RESUMEN: Se determinó la frecuencia de aparición de antimicrobianos en leche cruda y pasteurizada
del estado de Jalisco durante un año, combinando la prueba del Yogurt como método de selección, seguido
del método grupo específico Twin Sensor® para b- lactámicos y tetraciclinas, simultáneamente con la
detección de sulfonamidas, nitrofuranos y cloranfenicol por HPLC de fase reversa. Se analizaron
mensualmente 10 centros de acopio y el total (12 marcas) de leche pasteurizada comercializada en el
estado de Jalisco. De  264 muestras analizadas mediante la prueba del yogurt, 26 resultaron positivas a
la presencia de antimicrobianos, equivalente a 9.8 % de contaminación total. En leche pasteurizada se
hallaron 20 muestras positivas (13.8%), mientras que en leche cruda el porcentaje fue inferior (5%).
La mayor frecuencia de contaminación se presentó en el mes de agosto con 27.3%. De las 20 muestras
de leche pasteurizada analizadas, seis contenían b-lactámicos y dos tetraciclinas, mientras que en leche
cruda se detectaron 3 muestras positivas a b-lactámicos y 3 a tetraciclinas.  El 77% de las muestras
detectadas positivas contenía al menos una sulfonamida, siendo la sulfamerazina la más frecuente. Se
detectaron niveles de sulfonamidas por encima del LMR en leche cruda como en pasteurizada. No se
encontraron muestras positivas a nitrofuranos ni cloranfenicol. Se puede concluir que existe un problema
de contaminación con antimicrobianos en la leche consumida en el estado de Jalisco, que viola la Norma
vigente.
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EVALUATION OF THE PRESENCE OF ANTIMICROBIAL RESIDUES IN MILK IN THE
STATE OF JALISCO, MEXICO
ABSTRACT: The objective of this work was to determine the frequency of detection of some of the
most frequently antimicrobials in raw and pasteurized milk in Jalisco, Mexico in one year. To this aim,
a combination of the yogurt inhibition test as screening method was conducted simultaneously with the
confirmation of the positive samples using Twin Sensor for b-lactam and tetracycline antibiotics and
High Pressure Liquid Chromatography for sulfonamides, nitrofurans and chloramphenicol. From 264
tested samples, 26 (9.8%) gave positive results to the presence of antimicrobials. The largest percentage
corresponded to pasteurized milk, with 20 (13.8 %) positive samples. In raw milk,  the positive rate
was lower (5%). August  showed the overall highest percentage of contamination (27.3 %). From the
20 pasteurized milk samples analyzed, 6 contained b- lactam antibiotics, while only 2 of them were
positive to tetracycline. Three raw milk samples were positive  to b-lactam and other 3 to tetracycline
residues. The  77 % of the positive samples to yogurt test contained at least 1 sulfonamide, identifying
sulfamerazine as the most frequent. Both raw and pasteurized milk showed samples above the MRLs
for sulfonamides. There were no positive samples to nitrofurans or chloramphenicol. It can be  concluded
that there is a problem with antimicrobial residues in milk for human consumption in the state of Jalisco,
which violates the established Regulations concerning raw milk destined to human consumption.
(Key words: milk; antimicrobials; b-lactam; tetracyclines; sulfonamides; nitrofurans; chloramphenico)
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INTRODUCCION
Se ha demostrado que después de la administra-
ción de cualquier tratamiento veterinario, los residuos
del medicamento aparecen en los productos comesti-
bles obtenidos de los animales tratados. Los residuos
de antimicrobianos en los alimentos, especialmente
antibióticos, producen numerosos problemas en el hu-
mano, siendo el de mayor importancia la aparición de
resistencia múltiple en bacterias patógenas al ser so-
metidas a bajas concentraciones sub- terapéuticas, lo
cual representa un peligro potencial para la salud del
consumidor y además, para la industria láctea, ya que
los cultivos iniciadores empleados en la producción de
derivados lácteos fermentados, tales como queso y
yogurt, son extremadamente sensibles a bajas con-
centraciones de antibióticos en la leche (1,2).
La calidad de un producto, cualquiera que sea su
naturaleza, está dada por disposiciones legales en
sanidad y composición y la aceptación del consumi-
dor (3). Para el caso de la leche, la Normatividad
Mexicana vigente referida a leche de vaca, ya sea
cruda o pasteurizada establece que la misma debe
ser negativa a la presencia de inhibidores microbianos
(4,5), sin embargo, estudios realizados anteriormen-
te en el estado de Jalisco, el mayor productor de le-
che a nivel nacional en México, demostraron la pre-
sencia de antimicrobianos en leche cruda destinada
a la industria procesadora (6).
El presente trabajo tuvo como objetivo determinar
la frecuencia de detección de residuos de
antimicrobianos más utilizados, específicamente b-
lactámicos, tetraciclinas, sulfonamidas, nitrofuranos
y cloranfenicol, en la leche cruda y pasteurizada co-
mercializada en el estado de Jalisco durante un año,
mediante una combinación de un método de selec-
ción, confirmación de grupo específico y
Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC).
MATERIALES Y MÉTODOS
Se obtuvieron muestras de leche a partir de 10
centros de Acopio y  de 12 marcas de leche pasteuri-
zada entera comercializadas en la zona metropolita-
na de Guadalajara y en 3 de los municipios de mayor
producción del estado de Jalisco. El muestreo se rea-
lizó durante 12 meses, entre junio de 2007 y mayo de
2008, para un número total de 264 muestras. Las
muestras colectadas se analizaron dentro de las 24
horas posteriores a su recolección.
Se realizó previamente como método de selección
la Prueba de Inhibición del yogurt, descrito en la Nor-
ma Mexicana vigente (7) para la determinación de
inhibidores microbianos en leche, con el objetivo de
descartar muestras positivas de negativas. Las mues-
tras detectadas como positivas se analizaron poste-
riormente de acuerdo al método correspondiente para
la determinación de grupo específico, mediante el jue-
go de reactivos Twin Sensor® para antibióticos b-
lactámicos y tetraciclinas, y simultáneamente para
detectar sulfonamidas, nitrofuranos y cloranfenicol en
las muestras positivas mediante Cromatografía de
Líquidos de Alta Resolución (HPLC), siguiendo las
recomendaciones de la Comisión del Codex
Alimentarius para residuos de Medicamentos Veteri-
narios en Alimentos (8)  para la realización de estu-
dios de monitoreo. La metodología propuesta en este
trabajo para la determinación de antimicrobianos en
leche se ilustra en la Figura 1.
FIGURA 1. Metodología propuesta para la determinación
de antimicrobianos en leche./ Methodology proposed for
the determination of antimicrobials in milk.
Prueba de inhibición del yogurt
Norma Mexicana (7)
Se colocaron en tubos de ensayo estériles 10 mL
de muestra, se calentaron e inocularon por duplicado
con un cultivo de la mezcla de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus (3:1) recién
preparado. Se determinó la acidez previa de las mues-
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tras y un control (leche libre de sustancias inhibidoras
cultivada con los mismos microorganismos) median-
te titulación utilizando hidróxido de sodio 0.1 M y
fenolftaleína como indicador. Se realizó la incubación
de la muestra y el control a 45ºC por 2 h y posterior-
mente se tituló nuevamente para determinar el incre-
mento de la acidez. El incremento de la acidez en la
muestra fue comparado con el del control. Se consi-
deraron positivas las sustancias antibióticas e
inhibidoras aquellas muestras en que el incremento
de la acidez fue menor a la mitad del incremento de
acidez desarrollada en el control (7).
Twin Sensor®
Las muestras positivas a la prueba del yogurt se
analizaron y añadieron 200 mL de las muestras de
leche a cada pocillo del juego de reactivos contenien-
do los anticuerpos coloreados. Se homogenizó hasta
obtener un color uniforme, se colocó el pocillo en un
bloque de calentamiento a una temperatura de 50°C
± 3°C para la primera incubación durante un periodo
de tres minutos. Una vez finalizada la primera
incubación se introdujo la tira indicadora dentro del
pocillo que contiene la muestra de leche y se incubó
por segunda vez a la misma temperatura por otros
tres minutos. Una vez terminada la segunda
incubación se interpretó el resultado a partir de la in-
tensidad del color de cada línea. La interpretación de
los resultados se realiza mediante comparación de la
intensidad del color desarrollado por las líneas de prue-
ba con respecto a la línea control, mediante interpre-
tación visual (9).
Análisis cromatográfico
Este método se basa en la extracción selectiva de
los residuos de antimicrobianos presentes en la le-
che con una mezcla cloroformo- acetona (v/v). El ex-
tracto se evapora hasta sequedad a presión reducida
y se redisuelve en buffer fosfato de potasio 0.1 M,
desgrasándose por partición con hexano. La fase
acuosa (buffer) conteniendo los residuos de
sulfonamidas y nitrofuranos y cloranfenicol se filtró por
membrana Millipore de 0,45 µm y se inyectó al
cromatógrafo de líquidos de alta resolución con de-
tección UV- visible y columna de fase reversa (C18),
siguiendo el procedimiento analítico descrito en AOAC
(10), bajo las condiciones cromatográficas modifica-
das por Pérez et al. (11) para la determinación de
sulfonamidas, nitrofuranos y cloranfenicol.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
De manera general, mediante la prueba de inhibi-
ción del yogurt empleada como método cualitativo se
detectaron 26 (9.8%) muestras positivas de un total
de 264 analizadas; de ellas 20 fueron de leche pas-
teurizada con un total de 144 muestras, y 6 de leche
cruda en las 120 muestras recibidas en todo el perio-
do de muestreo. Estos resultados son similares a los
publicados en Corea por Chung et al. (12), quien re-
portó 21 muestras positivas de 269 analizadas me-
diante un método microbiológico.
Al relacionar la estacionalidad con la frecuencia
de contaminación para cada tipo de leche observa-
mos un incremento en el uso de antimicrobianos en
la época de lluvias, comprendida entre los meses de
junio a septiembre, alcanzándose un nivel máximo en
el mes de agosto con 6 muestras positivas (27.3%),
esta tendencia puede explicarse teniendo en cuenta
que en climas subtropicales el calor proporciona las
condiciones ideales para la proliferación de
microorganismos patógenos y aumenta el nivel de
estrés en los animales, lo que a menudo desencade-
na en un incremento de las células somáticas y
mastitis con respecto al nivel de las mismas durante
otras estaciones del año (13). Este comportamiento
es consistente con resultados obtenidos en los Esta-
dos Unidos al correlacionar la incidencia de casos de
mastitis en vacas lecheras con la época del año (14).
En el caso de leches crudas, de las 6 muestras
detectadas como positivas mediante la prueba del
yogurt, tres fueron positivas a b-lactámicos e igual nú-
mero de muestras se reportó contaminada por
tetraciclinas, presentándose una contaminación cru-
zada por ambos antimicrobianos en una de las mues-
tras, reportándose en cada caso un valor de 1.6% del
total de muestras analizadas. El número de muestras
positivas detectadas se concentra fundamentalmen-
te en los meses de verano de lluvias más intensas,
es decir entre julio y septiembre, meses en los que
factores como la temperatura y la humedad provocan
un incremento en los casos de mastitis y por consi-
guiente se incrementa el uso de antimicrobianos para
su control. Este comportamiento se observa de igual
manera en leches pasteurizadas donde de 20 mues-
tras analizadas, seis mostraron contaminación con â-
lactámicos mientras que solo dos de ellas resultaron
positivas a tetraciclinas. Esto podría explicarse tenien-
do en cuenta que las tetraciclinas presentes en ali-
mentos de origen animal no son estables
térmicamente (15), además los tratamientos térmicos
empleados para reducir la presencia de estos
antimicrobianos son más efectivos en el caso de las
tetraciclinas que en b-lactámicos (16).
En el caso específico de la leche, los resultados
obtenidos por Zorraquino et al. (17) muestran que la
pasteurización (60°C/ 30 min) produce una leve
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inactivación sobre los b-lactámicos (6-20%), efecto
que es mayor en las tetraciclinas (18-31%), por lo que
su detección en leche pasteurizada indica que no fue
demasiado drástico dicho tratamiento o que las con-
centraciones de los mismos eran muy elevadas en la
leche cruda. Debe tenerse en cuenta que el Límite
Máximo de Residuos establecido por el CODEX
Alimentarius para bencilpenicilina (Penicilina G) en
leche es sólo de 4 mg/kg (18), que coincide con el
límite de detección de la prueba del yogurt y es fácil-
mente detectado por el Twin Sensor®.(9)
Se detectaron residuos de al menos una
sulfonamida en el 7.5% del total de muestras analiza-
das. En el monitoreo de residuos de antimicrobianos
en leche pasteurizada realizado por Gutiérrez et al.
(19) se encontraron en la Ciudad de México niveles
alarmantes de sulfonamidas en leche, con valores por
encima de un 40% de contaminación en cada caso;
este ha sido hasta le fecha el único trabajo de
monitoreo de sulfonamidas reportado en México. No
obstante, aunque nuestros resultados muestran valo-
res muy inferiores, la presencia de estos
antimicrobianos en la leche fluida indica la falta de un
programa eficiente de control de residuos de
antimicrobianos que pueda reflejar la problemática
actual referente a la calidad de la leche en el país.
La sulfonamida con más alta frecuencia de conta-
minación fue sulfamerazina, lo que se corresponde
con resultados obtenidos por Gutiérrez  et al.  (19) y
Chung et al. (12). Se detectaron 7 muestras con nive-
les de sulfonamidas por encima de los valores de LMR
establecidos por el Codex Alimentarius para la leche
(18). Las muestras con niveles violatorios de estos
residuos se concentran entre los meses de junio a
noviembre. Estos valores podrían ser el resultado de
no respetar los periodos de espera luego de un trata-
miento veterinario o el uso de dosis mayores a la re-
comendada (19).
En ninguna de las muestras analizadas se detec-
taron nitrofuranos. En México los nitrofuranos son re-
comendados sólo para el tratamiento de mastitis en
vacas secas (20). Nuestros resultados por tanto mues-
tran que estos antimicrobianos al parecer son utiliza-
dos de forma correcta, o bien su uso es escaso. Tam-
bién podría suponerse que los residuos de
nitrofuranos, si estuvieran presentes se encuentran
por debajo del límite de detección del método utiliza-
do (4, 8 y 13 µg/Kg para nitrofurazona, furazolidona y
furaltadona respectivamente). El cloranfenicol tampo-
co fue detectado en ninguna de las muestras analiza-
das, puesto que su uso está prohibido en animales
destinados al consumo humano (21).
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